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チ ミ ジ ル 酸 合成酵素 帥 ymidylate syntha se, TS)は, ピ1) ミ ジン ヌ ク レ オ チ ドの 新た な合成系律速酵素であ ると と もに フ
ツ 化 ピ1) ミ ジン 系抗癌剤の 標的酵素で ある ･ 本研究 は, デ ジタ ル 式画像解析装置(digital im age a n alys e r, D n) (Flu o rlm ager,
Molec ularDyn amic s, Califomia, U S A)を用 い た競合的P C R(co mpetitiv eP C R) 法に よ るTSmR N Aの 定量法を確立する こ と を目
的と した ･ ヒ ト消化器病由来継代細胞株9種, 手術 に より摘出さ れ た 胃痛15検凧 大腸癌35検体, 胃痛腹膜播種1検体 を対象
に本法に よ る TSm R N Aの 定量お よ び T㌢蛋白量測定を行い , 生検組織を用 い たT Sm R N A定量の 信頼性 と そ の 臨床的意義 に つ
い て 検討 し た ･ なお , コ ン ト ロ ー ル と して/?- ア ク チ ン m R N Aの 定 量も同様 に行い , T Sm R N A量 はT Sm R N A/P- ア クチ ン
mR N A比 CrS/ア クチ ン 比) と して表 した ･ 継代 細胞株9種に お け る T S/ア クチ ン 比と TS蛋白量と の 間に は 有意な正 の 相関を
認め た(r = 0･85, p< 0･01)･ 手術検体51例 にお ける 耶/ア クチ ン 比 は1･63 ±1･57× =｢2, 耶 蛋白量は2.18土 1.73pm ol/g組織
重量であり･ 手術検体 に お ける 耶/ア クチ ン 比と 耶 蛋白量と の 間に は有意な正 の 相関を認め た(r = 0.57, p< 0.01). 術前生検
組織 にお ける T S/ア ク チ ン 比と ･ 同 山 症例 に お け る手術検体の T S/ア ク チ ン此 と の 間 に は 高い 正 の 相関を認 め た(r = 0.94,
p< 0･0 1)･ T S/ア クチ ン比 と臨床病 理学的所見と の 比較検討で は , 組織学的脈管侵襲の 程度別で v3症例 が Ⅴ｡, V2症例 と 比較 し
て 有意に高値を示 した(p< 0･0 5)･ ま た組織型別で は, 低 分化型が高分化型 と比較して有意 に高い T S/ア ク チ ン 比を示 した
b< 0･05)･ 以 上 より, 競 合的P C R法 を用 い て測定 し た生 検組織 の T SmR N A量 は手術検体の T SmR N A量お よ びT S蛋白量 と
高 い 正 の 相関 を有する こ と が 判明 した ･ さ ら に , 競 合的P C R法 を用 い て 評価 し た ヒ ト消化器病生検標本の T Sm R N A量は, 脈
管侵襲 な どの 程度を術前に予測す る指標 と な る可 能性が示唆 さ れ た.
Eey w o rds hu m angastr ointe stin alc a n c er, thymidylate synthas e, C O mpetitiv eP C R, digital
im age a n alys er, 且u o rop yrimidines
悪性腫瘍 に対する化学療法は , 分了せ 物学を中心 とする基
礎医学の 進歩 に裏付けら れ て そ の 成績 を着実 に向上 さ せ て い
る･ と りわ け, 5- フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-flu o r o u ra cil, 5-F U) は代
謝過程と と もに作用機序 の 解明が進み , その 抗腫瘍効果の 増強
を目的と し た生 化学的調節 (bio che mic al m odulatio n) の 有田性
が報告され てい る り2)
.
5-F U は, 19 57年 に Du s chin sky らこ
l) に よ り抗腫瘍効果が確認
されて 以 来, その 誘導体も含 め て消化器癌 に対 して広く臨床 の
場で使用 され , 硯 在 な お 最も頻用 さ れ る 抗痛剤の 1つ で あ る.
その 抗腫瘍効果は , 5-F Uの 生 体 内活性代謝物質であ る フ ル オ
ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 1燐 酸 (5qflu o r o-2
,
-de o xyu ridin e5
,
-
m On opho sphate, Fd U M P) と チ ミ ジル 酸合成酵素 (thymidylate
Syntha s e, T S)お よ び メ チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 (5, 10-
m ethyle n etetrahydrofolate, C H2F H4) の 3者が 安定 した 不活性 三
者結合体(te rn a ry com pleわ を形成する こ と に よ る TSの 阻害作
坪=ニ基づ い た D N A合成阻害
4)5)
, フ ル オ ロ ウ リ ジ ン3燐酸を介
し た R N A障害 即j, 5-F U がフ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 3燐酸 に
代謝 さ れ 直接 D N A に取り込ま れ る こ と に よ る D N A機能障害出)
に よ り 発現する と さ れ て い る . こ れ ら の うち臨床用量 で は ,
F d U M P に よ る TS阻害が細胞毒性を発揮する主た る機序である
と 考え ら れ て い る … ). こ の た めT S は, 臨床 にお い て も フ ツ 化
ビリ ミ ジ ン系抗痛剤 の 標的酵素と して 注 目 さ れ る に至 っ て い
る .
F d U M Pの 前代謝物 であ る フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ 7) ジン (5-
nu o rode o xyu ridine, Fd Urd) を用い た 研究で は , TS蛋白量が少
な い 腫 瘍ほ どFd Urd に対する感受性 が高くIl), 逆に Fd Urd耐性
を獲得 した 膿瘍細胞 の T S蛋白量 は多い 12)1:-) . し たが っ て , 臨床
例 に お ける 痛組織 の TS蛋白量の 測定 は5-F U に対する感受性予
測 と , 腫瘍細胞内外の 環境 に応 じた併用薬剤選択の 指標 に な る
と考えら れ る . 現在 , 腫瘍組織 の T S蛋白量 の 測定 に は , 3軋
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F dUM Pを用 い た パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ が 広く行 わ れ て い
る14). しか し, パ イ ン デ イ ン グ ア ッ セ イ に は大量 の 組織 を要す
る た め, 術前の 生 検組織を用い た評価 は困難である ■ こ の た め
正確 か つ 簡便 に微量検体か らT S蛋白量 を評価 し得 る方法の 開
発が望まれ る .
近年, 逆転写酵素 に よ る cD N A合成反応と P C R法を組 み合わ
せ た 逆転写酵素-P C R(r e v e r setr an s c riptio n-pOlym e r a s e ch ain
rea ctio n, R T-P C R) 法が , 微 量検体 の R N Aの 検 出を可 能 と し
た 15) 川). さ ら に こ の 手法を応用 して 様 々 な定量接 が試み ら れ て
い るが , そ の 中 で も信頼性 の 高 い 定量的P C R法が , 人工 的 に
作成 した 内部 コ ン ト ロ ー ル (コ ン ペ テ ィ タ ー ) を用い た競合的
P C R(c o mpetitiv eP C R)法 である
17 卜 1"
本研究で は , ヒ ト消化器病由来継代細胞帆 ヒ ト消化器病組
織お よ び術前生検組織を用い て 競合的P C R法 に よ る T Sm RN A
の 定 量お よ び T S蛋白量 の 測定を行 い , 微 量検体を用 い て 測定
し たT SmR N A量 と TS蛋白量の 相関性を検討した. さ ら に , 臨
床検体 にお ける T Sm R N A量 と臨床病理学的所見と の 関連性 に
つ い て検討 し た.
対象お よ び方法
Ⅰ. 細胞培養 お よ び臨床検体
1. 使用細胞とその 培養条件
金沢大学痛研究所化学療法部(佐々 木琢磨教授) か ら 倶与 を
受け た ヒ ト 消化器癌 由来継代細 胞株 M K N 2 8, M K N 4 5,
N U G C3, T M K l, N K P S, Colo201, HT29, S W 48 0, S W 620の
9種を, それぞ れ75cI℃
ヨ の フ ラス コ 内で 培養 した . 培養液 に は,
R P M I-1640培地 (Gibco , Gr and Isla nd, US A) に10 %ウ シ胎児血
清 (Gibc o), 100単位/mlペ ニ シ リ ン (コ ス モ バ イ オ , 東京),
10 0〃 g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン (コ ス モ バ イ オ) を添加 した も
の を使用 した . 培養細胞 は 5 %炭酸ガ ス 通気の 培養装置内に お
い て3 7 ℃ で培養 し, 対数増殖期にある細胞を1× 燐酸緩衝食塩
水 bho sphate-bu鮎 red salin e, P B S) にて2回洗浄衡 トリ プ シ
ン E D T A(0.05 % ト1) プシ ン, 0.53m M E D T A) で ハ
ー ベ ス ト,
遠心 後, 1 × P B S に て 1回洗浄をお こ な っ た . 遠沈 させ た 細胞




金沢大学医学部附属痛院第 一 外科 お よ び関連病院に て 手術 に
よ り切除された術前化学療法を施行 さ れ て い な い 胃痛15検体,
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大腸癌35検体, 胃痛腹膜播種1検体(男性30例 , 女性21例, 平
均年齢65.8歳) お よ び 大腸癌35検体 の うち術前 に内視鏡的に採
取 し た生 検組織9検体 を対象と し た .
Ⅰ . 総 R N A の抽出
1. 継代細胞株 お よ び手術検体
継代細胞株 お よ び 手術検体 に対 し て は グ ア ニ ジ ン フ ェ ノ ー
ル ･ ク ロ ロ フ ォ ル ム 法21-)を 一 部改 変 し て総 R N Aを抽出 した .
す なわ ち, 継 代細胞株, 胃痛組織 , 大腸癌組織, 胃痛腹膜播種
組織を D溶液 〔4 Mグ ア ニ ジ ン チ オ シア ン 酸塩 , 25m M クエ ン
酸ナ トリ ウ ム bH 7.0), 0.5 % サル コ シル , 0,1 M 2- メ ル カ プ トエ
タ ノ ー ル〕 4ml で ホモ ジ ナ イ ズ した 後 , 2 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム
bH 4.0)600FLl, T E緩衝液飽和 フ ェ ノ
ー ル 4ml, ク ロ ロ フ ォ ル
ム 1.2mlを順次加え な が らそ の つ ど撹拝 し, 15分 間氷rl｣ に静置
した. その 後 , 3000rpm , 40分間遠心分離後そ の 上 清 を回収し,
2プロ パ ノ ー ル 4mlを加え混合後-20℃ に1時間静置 し た . 次に
3000rpm , 4 0分 間遠心分離 しそ の 上 層を捨 て ペ レ ッ トに D溶液
400〃1 を加え溶解 し た. 2 プロ パ ノ
ー ル 400〃l を加え撹拝した
後 5000rpm , 10分 間遠心分離 し , R N A を沈澱 と し て得 た.
澱 は80 %エ タ ノ ー ル で洗 い , 減 圧乾固 させ た 後 に300/ノ 1の蒸
留水 に溶解 し た . 2 60n m の 吸 光度を測定 し総 R N A濃度を算出
し た.
2. 生 検組織
生検 組織 の 総 R NA の 抽 出 に つ い て は , ア イ ソ ジ ュ ン
(Is oge n) (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 富 山)を用い て 行 っ た . す なわ ち,
組織100m gあた り1mlの 割合で ア イ ソ ジ ュ ン を加えホ モ ジナイ
ズ 後, ク ロ ロ フ ォ ル ム を組織100m gあた り0.2mlの 割合で加え
て 混和 し, 4 ℃, 12,000rp 町 10分間遠心分離 し た. 上帝を回
収 し, 2 プロ パ ノ ー ル 0.15ml を加え混合後, 4 ℃, 10,000rpm ,
2 0分間遠心分離 し , R N Aを沈澱 と し て得 た . 沈澱 は80 %エ タ
ノ ー ル で 洗 い , 減圧乾固 させ た 後 に30′′′ 1 の 蒸留水に溶解し
た .
Im. 競合的 P C R法
1. T S競合鋳型DN ACrSコ ン ペ テ イ ク ー )の 作成
TS コ ン ペ テ ィ タ
ー の 作 成は Celi ら
21一 の 力1去に 準 じ た. 帰り埋
は 鋳型 D N A ヒでn 塩基対外側 の D N A配列 を付加 し た プ ライマ
ー で P C R 反応 を 行う こ と に よ り, n 塩基村短く な っ た コ ン ペ テ
ィ タ ー を作 成す る こ と が で き る と い うも の で あ る . TS に対し
て 特異的 なP C Rプ ラ イ マ J rS O4, T S7 お よ び T Sコ ン ペ テ ィ タ
Tablel. Prin-er SuS edforco mpetitorco n stru ction ･ PCR of TS and lヲ
ー aCtinge ne
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T Sc o mpetito r
Figl. Sche m a of the pr o c edu r e of T Sco mpetito r
C O nStru Ctio n. T SO4, T S7and T S14prim e rare sho w nin Table
l.
一 作成用 プ ライ マ ー T S14を設計 した (表1). プ ライ マ ー の 合成
はバ イ オ ロ ジ カ (名古屋) に委託 した . 国立遺伝学研究所瀬野
博士か ら 僕与 を受けた ヒ トTScD N AをT S O4, T S 7 プ ライ マ ー
でPC R反応 に て増幅 し た . P C R 反応液 を低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 仏ga ro s eL, ニ ッ ポ ン ジ ー ン) で 泳動 し, 367塩基対の D N A
を切り出 し フ ェ ノ ー ル ■ ク ロ ロ ホ ル ム 摘 出 し た . 抽 出 し た
D N Aを次 にT S O4, TS 14 プ ラ イマ ー で P C R反応 にて 増幅 し た .
PC R反応液を低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動 し , 33 3塩基対 の
D N Aを切り出 しフ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 抽出 し, こ れ をT S
コ ンペ テ ィ タ ー と した(図1). こ の 方法に よ りTSm R N A より34
塩基対短く, ほ ぼ 同一一 の 塩 基配列を有す る TSコ ン ペ テ ィ タ ー
が作成さ れ た.
2･
ノ･ヲ ー ア ク チ ン コ ン ペ テ ィ ダ ー の 作 成
ノ9 - ア ク チ ン コ ン ペ テ ィ ダ
ー は , T Sコ ン ペ テ イ ク
ー と 同様 の
手順で作成 した .
J
?-ア ク チ ン mR N Aの R T P C R尉勿が 284塩基
対, β- ア ク チ ン コ ン ペ テ イ ク ー が24 5塩基対と な る よ う に ′ヲー
アク チ ン に対 し て 特異的 なPCR プ ライ マ ー A CT5, AC T 7 およ
びノ9-ア ク チ ン コ ン ペ テ ィ タ 一 作成 用 プラ イ マ ー A C T1 4を設計
した (表1). な お , ′･ラー ア ク チ ン コ ン ペ テ ィ タ ー の 作成に は手術
検体の mR N A より逆転写酵素反応に て 得た cD N Aを川い た .
3. cDN A合成
継代細胞株 , 手術検体 お よ び生 検組織 よ り抽出 し た R N Aを
鋳型と し て cD N A合成をお こ な っ た . す な わ ち, R N A5/Ll
(20iL g/ml) に オ リ ゴ デ オ キ シテ ミ ジ ン プ ラ イ マ ー 〔01igo
(dT)Ⅰ2 18prim e r
, Gibc o〕10 0〃1/m g を2.5/Ll加え, 68 ℃で 15
分間変性 させ た後 , 4 ℃ま で 冷却 した . 引 き続き10倍 R T綬衝
液〔50m M Tris- H Cl(Sigm a,St. Lo uis, U S A)bH 8.3), 40mM 塩
化カ リ ウム
, 8m M 塩化 マ グネ シ ウ ム〕2FLl, 0･5m M デ オ キ シ
リボヌ ク レオ チ ド三 リ ン 酸4〃1, 2 25〃 g/ml ウ シ血清 ア ル ブ
ミン O) 0vine s e ru m albu min , B S A)0.2FLl, 1m M ジ チ オス レイ
ト ル (dithiothr eitol, D T T)1FLl, R N A分解酵素阻害因子
(榔 asin , Pr o m ega, M adis o n, US A)20単位(0･2FLl), さ ら に逆
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転写酵素(a via n myelobla sto sis viru s r e v er s etra n s c riptase , Li fe
Scie n c e sIn c･, St･ Pete rsbu rg, U SA)8単位(0.2FLl)を加え, 滅菌
蒸留水 で総量12.5FLl と し, 42 ℃ で60分間反応 させ cD N A を合
成 させ た後, 9 5℃, 5分間で 逆転写酵素 を失潰 させ た .
4. 競合的P C R反応
鋳型 D N A l/j ‖ニ対 して段階希釈した コ ン ペ テ ィ タ ー CrS は2
倍希釈 , ノ9 - ア ク チ ン は3倍希釈) を5 〃lず つ と10× P C R反応
綬衝液〔100m M Tris - H Cl(pH 8.8), 500m M 塩 化カ 1) ウム ,
15m M 塩 化 マ グネ シ ウ ム , 1 % トリ トン Ⅹ一10 0〕 5〃1, d A T P,
d G T P, d C T P, d
′
IT P各8n m ol, Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ1単位
(い ずれ も ニ ッ ポ ン ジ ー ン) お よ び, プ ラ イ マ ー T S O4, T S 7を
2 0pm olず つ 加え, 滅菌蒸留水 に て計40〃1 と した. 蒸発 を 防ぐ
た め ミ ネラ ル オ イ ル (Sigm a)25FLlを重層 し, Pr ogr a mTe mp.
Co ntroI Syste m P C-80 0(ア ス テ ッ ク , 福 岡) を使用 して ,
94 ℃ 3分間の 初期変性の 後, 94℃ 40秒間の 熟変性 , 56 ℃ 1分
間の ア ニ ー リ ン グ, 72 ℃ 1分間の D N A伸長反応を1 サ イ クル
と し , 30 サ イク ル の 増幅 を 行 っ た . 競合 的P C R反応終了後,
各産物 の 10/∠ =こ対 し3/ノ1の 色素頼衝液(0.02 %プ ロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー , 0.02%キ シ レ ン シ ア ノ ー ル , 50 %グリ セ ロ ー ル ,
19らドデシ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム) を加 え, 1′" g/ mlの エ ナ ジ ウ ム
ブ ロ マ イ ド (ニ ッ ポ ン ジ ー ン) を 含 む , 4 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル
仏gar o s eX, ニ ッ ポ ン ジ ー ン) に て 電気泳動を行 っ た . 電 気泳
動装置 は ミ ュ ー ピ ッ ト2(ア ド バ ン ス , 東京)を使用 し, 100V
定電圧 下 で 泳動 した .
5. DIA によ る解析定量
競合的P C R法 に よ る 産物 は, 泳動 後デ ジ タ ル 式画像解析装
置 (digital im age a n alys e r, D IA)(Flu orIm age r, M ole c ula r
Dyn a mic s, Califo rnia, U SA)に取 り込み , 画像解析 ソ フ トウ ェ ア
(Im ageQu a nN T, Mole c ular･ Dyn a mic s) に より エ ナ ジ ウム ブ ロ マ
イ ドに て発光さ せ た バ ン ドひ と つ ひと つ の 強度 を数値化 し, 解
析定量 を行 っ た . す なわ ち, バ ッ ク グ ラ ン ド で 補正 した コ ン ペ
テ イ ク ー の 強度と そ れ ぞ れ に対応 した 目的遺伝子の 強度 の 比を
縦軸 に, コ ン ペ テ イ ク ー の 量を横軸 にと り両 村数 グラ フ に プ ロ
ッ ト し, コ ン ペ テ ィ タ ー と タ ー ゲ ッ ト の 強度の 比が 等しく な る
コ ン ペ テ イ ク ー の 量を , Ⅲ的遺伝~~J
'
･ の 量 と した . T Sm R N A,
′
3-ア ク チ ン m R N A を そ れ ぞ れ定還 し , T Sm R N A量 は T S




H -F d U M Pの 調製
1
. !; 旧肉腫 か ら の チ ミ ジ ン 燐 酸 化酵 素 (thyrnidin e
kinas e,T K) 溶液の 調整
吉田肉腫2g に T K用懸濁緩衝液 〔0.25 M庶糖, 50m M 塩 化マ
グネ シ ウ ム , 1m M D T T, 50mM Tris-H Cl(pH 8.0)〕を加え 組砕
懸濁 し, 40,00 0rpm , 60分間遠心分離 し た . こ の 上 清 を 上 述の
緩衝液 に て1晩透析後, 12,000rpm , 20分間遠心分離 し, 上宿
をT K溶液と した.
2. 酵素反応に よ るこ1H-Fd U M Pの 生成と分離
:一
H-FdUrd(17･9Ci/m m ol, 1mCi/ml, N E N, 東京)500/1 Ciを
ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー タ 一 に て 減圧 乾閲 し, T K用神国子溶液
〔0.1 M塩 化 マ グネ シ ウ ム を 含む0.5 M Tris-H Cl(pH 8.0) 溶液,
100mM A T P溶液, 120m M α - グ1) セロ ー ル 燐酸溶液の 1: 1:
1混 合液〕0.2ml を加え溶角牢し た . これ に上記 の TI(溶液0.8ml
を加え37℃ で1時間反応 させ た . その 後蒸留水1ml, 20 %トリ
ク ロ ロ 酢酸 (trichlor･O a C etic a cid, T C A)0.5mlを加え30 00rpm ,
19 6
A
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Fig2. Photograph ofethidiu m bro mide
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Fig3. T he m ethod ofthe qu a ntitativ edete r min atio n of T S
m R N A by c o mpetitive P C R, T he sign al inte n sitie s of
c o mpetitive P C Rpr odu ct stain ed by ethidiu mbro mide w e re
m eas u red using adigital im age a n alyse r(Flu orIm age r). The
rati0 0fthe a mpli五edta rget tothe a mplified c o mpetito rw e re
plotted again st the a m o u nt ofthe c o mpetito r u s edfo rthe
as say. T he equiv ale ntoftitr atio nis sho w n a san arr o w･
10分間遠心分離 し上清 にT C A除去剤(17.7 % トリー n一 オ ク チ ラ ミ
ン を含 む1, 1, 2- トリ ク ロ ロ トリ フ ロ ロ エ タ ン 溶液)2
へ 3mlを
加え10分間凝塗 し, 30 00rpm , 5分間遠心分離 した . こ の 上 清
をセ ル ロ ー ス プ レ ー ト(M er ck, フ ラ ン ク フ)L, ト, 独)に ス ポ ッ
ト し1 M酢酸 : 1 M塩化リ チ ウ ム 混液(1: 1) で展開 しF d U M P
画分をかき とり0.2 M蟻酸 ア ン モ ニ ウ ム (pH 5.0)2ml を加え抽
出,
3
H-Fd U M Pを得 た.
Ⅴ
. 1 S蛋白量 の測定
T S蛋白量の 測定 は Spe a rsら
22)の 方法 に従 っ た . す な わ ち,
臨床検体で は腫瘍組織300～ 500mgを4倍量の TS用懸濁緩衝液
〔0.2 M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 15m M C M P, 100m M フ ツ 化
ナ トリ ウ ム〕 で姐砕懸濁 し, 40,000rpm で 60分間遠心分維後,
そ の 上清を酵素溶液と し た. こ の 酵 素溶液0.1ml に媛衝液 A
〔0.6M炭酸水素ア ン モ ニ ウム bE8.0), 0.2 Mメ ル カプ ト エ タノ
ー ル
, 0.1 Mフ ツ 化 ナ トリ ウ ム , 15m M C M P〕 0･1ml,
3
臥
Fd U MP O.1ml, 補 因子 溶液 B〔2m M テ ト ラヒ ド ロ 葉 酸
(tetrahydr ofolate , F H｡), 16mM ア ス コ ル ビ ン 酸塩 , 9m M ホル
マ リ ン , 15m M C M P, 20m M メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル
, 100m M
フ ツ 化 ナト リ ウ ム , 2% B S A, 50m M 燐酸 カ 1) ウム 緩衝液 bH
7.4)〕 0.05mlを順次加え覚拝 し, 30 ℃ で2 0分間反応 させ TS,
3
H-Fd UM P, C H2F H.の 三者結合体 を形成 させ た . こ の 反応液に
10 % T C A O.35ml を加え反応を停止さ せ 遠心分離 し, さ らに沈
澱 を5 % T C A lml で 2回懸濁 ･ 遠心 し た . 分離 した 沈澱 に蟻酸
0.5mlを 加え , 全量を バ イ ア ル に 入 れ A C S- Il シン ナ レ
一 夕 ー
(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 東京)10mlを加えシ ン チ レ
ー シ ョ ン
カ ウ ン タ ー (ア ロ カ u C-1000, ア ロ カ , 束京) に て 放射活性を
測定 し, 組織1 g あた り の T S量を定量 した . 継 代細胞株 にお
い て は1× 10
7細胞あたり1mlの T S用懸濁緩衝液に て 組砕懸濁
し酵素溶液を得 た ｡ 臨床検体 と同様 に測定 を行 い ､ 酵 素溶液中
の 単位蛋白量あたり の T S量を定量 し た . 酵素溶液中の 総蛋白
量 は バ イ オ ラ ツ ド プ ロ テ イ ン ア ツ セ イ キ ッ ド (Bio-Rad,
Richm o nd, U S A) を用い て 測定 した ｡
Ⅵ . 統計処 理
測定値はす べ て 平均値 士 標準偏差で示し た ∴ 二群間の 平均牌
の 差の 検定 に は, Stude nt の t検定を用い , 多群間 の 平均値の差
の 検定 に は 一 元配置分散分析法の 後, Scheffe の F検定を 仰 ､ ▼
危 険率5 %未満 の 場合に有意差あ りと した . ま た , 相関のイほ
性 の 検定 はPe ar so nの 相 関係数 を求 め行 っ た .
なお 胃軌 大腸癌 の 所見の 記載 は そ れ ぞ れ 胃痛取扱 い 規紆1
;}
▼
大 腸噛取扱 い 規約
24)
に従 っ た .
成 績
Ⅰ . 競合 的 P C R法 に よ る T Sm R M の定量
1
. 競合的P C R法 と DIA に よ る定量
既知量の T Sコ ン ペ テ ィ タ ー を作成 し, 実際 に競合的PC R に
ょ る産物 の 電気泳動を行 っ た (図2 A). 電気泳動 の 結果, 1つ の
チ ュ ー ブ 内で 367塩基村 の TS mR N A と 333塩基対 の TSコ ンペ
テ ィ タ ー の それ ぞ れ の バ ン ドが 検出さ れ た . 段 階希釈し た コン
ペ テ ィ タ ー で は , エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに よ っ て発 光 した
バ ン
ドの 強度は そ の 量 と 一 致 し次 第に減弱 した . 一 方 , タ
ー ゲ ッ ト
とな る T Sm R N Aの バ ン ドの 強度 は 反対 に次第 に増強 し, 両者
の バ ン ドの 強度が等 しく な る T Sコ ン ペ テ ィ タ ー の 量 は肉眼的
にも概ね予測可能であ っ た . 初期 実験結果 より, T Sコ ン
ペ テ
競合的P C R法 に よ るT Sm R N Aの 定量
ィ ダ ー の 量 は 1/2倍ず つ 7段階希釈 で 14 34× 1 0】6 pm ol か ら
11.2×10∪~6 pm olの 範囲に設定 した. ま た求 め るrrSmR N Aの 量
がこ の 系列か ら外れ た 場合 は コ ン ペ テ ィ タ ー の 量 の 範囲を変更
し, 再度競合的P C R法 を行 っ た . p- ア ク チ ン の 競合的 P C R法
による 産物の 電気泳動も同様 の 結果が得 ら れ た(図2 B). ′ク ー ア
クチ ン コ ン ペ テ ィ タ
ー の 量 は1/3倍ず つ 7段階希釈で 4145.3×
10~5pm ol か ら1.9× 10】5pm olの 範囲 に設定 した .
電気泳動終了後, DIA に取り込 み画像解析 ソ フ ト ウ ェ ア に よ
る解析を行 っ た . 画像解析 ソ フ トウ ェ ア に よりそ れぞ れ の バ ン
ドの 強度 を数値化 し, バ ッ ク グ ラ ン ドの 強度で 補正 した 後, 両
村数グ ラ フ の 縦軸 を コ ン ペ テ ィ タ ー の 強度 とそ れ ぞ れ に対応 し
た目的遺伝子 の 強度 の 比 , 横軸を コ ン ペ テ ィ タ ー の 量と し5点
プロ ッ ト した (図3). プ ロ ッ ト し た5点は ほ ぼ 直線 上 に 位置 し
2 0 0 4 0 0 600 8 00
TS cD N A(Pm Ol)
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て い た .
2. 競 合的P C R法 に よ るT SmR N A定量の 正確性
既知量の ヒ トT ScD N A(702. 5pm ol)を用い て , 希釈な し, 2
倍 希釈, 4倍 希釈, 8倍希釈 に対 し て競合的P C R法 に よ る 定量
を行 っ た｡ 測定 の 結果は ほ ぼ 既知量 と 一 致 し た (囲4A)｡ 既知
量の ヒ トTS cDN A に対 し, P C Rの サ イ ク ル 数を変更 して そ れ
ぞ れ 競合的P C R法 に よ る 解析定量を行 っ た . 2 5 サ イ クル , 3 0
サ イ ク ル , 3 5 サ イ クル , 4 0 サ イ クル と 異な っ たサ イ ク ル 数 に
お い て もほ ぼ同 一 の 定量結果であ っ た (図4 B).
‡ . 継代細胞様に お ける TS/ア クチ ン 比 と TS蛋白量の検討
継代細胞株9検体 に お ける T SmR N A量 は354± 240× 10~~G
pm ol/m g 全 R N A, β- ア ク チ ン m R N A量 は 25 8± 78× 1 0←
4
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PCR cycle
Fig4. Study ofthe a cc u r a cy ofqu a nti丘c atio nbyc o mpedtiv eP C R. 仏) Relatio n shipbetw e enthe a m o u ntof T ScD N A(705,3 52, 176, 88
pm ol)a ndthedete rmin atio nbyc o mpetitivePC R. T ne expre s sedlineisthelin e r regre ssio nlin e(r = 0.99,p < 0.01)fo r m ed 血･O mthedata
pointsbetw e e nT ScD NA andits qu anti丘cation by com petitiv eP C R. (B)T he TScD N A(705pm ol)w asqu a nti丘ed by c o mpetitiv eP C R
wi th di 鮎r e n c e of P C Rcycle(25,30,35a nd 40cycle). T he a m o u nts of TScD N A bydifEer e ntc o mpetitivePCRcycle w er ene arlyide ntic al





























TS m RN A/ β- a C tin mR N Aratio(× 1 0-2)
Fig5･ Relatio n shipbetw e e nT Spr otein le v el andTSmR N A/
β-aCtin mRN Ar atio in c el1 1in es. Thelin e r r egr e ssio nlin e
form ed fr o mthe data pointsis sho w nin T Sproteinle v el
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T Sm RNA/ β- a Ctin mRN Ar atio(×10-2)
Fig6. Relatio n sh ip betw e e nT Sproteinlev el and the T S
m R N A/P- a Ctin mRN Ar atio in s u rgic al specim ens of
COlo re ctala nd ga stric c a n c e rs and pe rito n e al dis s e min atio n.
′
meline r regr e ssio nlin efbrm ed fro mthedata pointsis sho w n
in TSproteinle v elv e rsu sTSmR N A/β-a Ctin mR N Aratio(r =
0.57,p< 0.01).
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た . ま た TS蛋白量 は0.72± 0.73pm ol/mg 蛋白で あ っ た . 継 代
細胞株 に お け るT S/ア ク チ ン 比 と T S蛋白量と の 間に は 有意 な
正 の 相関が み ら れ た(r = 0.85, p < 0.01) (図5).
Ⅱ . 手術検体 に お ける TS/ア クチ ン比 と1 S蛋白量 の検討










































T Sm R N A / β- aCtin mR N Aratio
of biopsy spe cim en(×1 0
-2)
Fig7. Relatio n shipbetw e en T Sm R N A/l?
-a Ctin mR N Ar atio
in s u rgic alspe cim e n sa ndthe TSm R N A/J? -a Ctin mR N Aratio
in biopsy spe cim e n s ofcolo rectalc an C e r･ Thelin e r regressio n
lin efo r m ed fro mthe data pointsis sho w nin TSm RN A/′3
-
a ctin mR N Ar atio ins u rgicalspe cim e n s v e rs u sTSm R N A//
l? -
a ctin mRN Aratioinbiopsy spe cim e n s(r = 0.94, p< 0･01)▲
下
pm ol/m g全 R N A, P - ア ク チ ン m R N A量 は 20 9± 2 30×10~S
pm ol/mg全 R N A, T S/ア ク チ ン 比 は 1･63± 1･57× 10~
2で あっ
た . T S蛋白量は2.18± 1.73pm ol/g組織重量であ っ た . 手術検
体 に お け る T S/ア ク チ ン 比 とT S蛋白量 と の 間に は有意な正 の
相関が み られ た(r = 0.57, p< 0.01) (図6).
Ⅳ . 術前生検組織 と手術検体 にお け る TS/ア クチ ン 比の検討
術前 生検組織 に お け るT S/ア ク チ ン 比 は1.24± 0.80× 10~2で
あ っ た . 同 一 症例 に お ける 手術検体 の T S/ア ク チ ン 比と生検組
織 にお け るT S/ア ク チ ン比 の 間 に は有意な正 の 相関が み られ た
(r = 0.94, p < 0.01) (図7).
Ⅴ . 臨床 病理学的検討
胃痛1 5例, 大 腸癌35例 に つ い て性 別, 臓器 別, 組織学的リ
ン パ 節転移 の 有無 , 組織学的リ ン パ 管便襲 の 程度 , 組織学的脈
管侵襲の 程度別, 組 織塑別 に つ い て検 討 した . T S/ア クチ ン比
は性別, 臓 器別, 組織学的 リ ン パ 節転移 の 有取 組織学的リ ン
パ 管侵襲の 程度別で は有意 な差を認 めなか っ た が , 組織学的脈
管侵襲 の 程度別で は Ⅴ=‡症例 が vtl, V2症 例 に対 し て 有意に高値を
示 し た(p < 0.05). ま た 組織型別で は低分化型が高分化型と比
較 し て 有意 に高 い T S/ア ク チ ン 比 を示 し た(p < 0.05). T S蛋白
量 は性別, 臓 器別, 組織学的リ ン パ 節転移 の 有軌 組織学的リ
ン パ 管 侵襲 の 程度別, 組織学的脈管侵襲 の 程度別で は 有意な差
を認め な か っ た . 一 九 組織塑別で は低分化型が高分化型に対
して 有意 に高 い T S蛋白量 を示 し(p< 0.01), 申分化型と比較し
て も有意 に高値で あ っ た (p < 0.05). 組織型別 に TS/ア クチ ン
比 とT S蛋白量を み る と , い ず れ も低分化型で最高値を, 高分
化型で最低値 を示 し , 二 者 の 間 に は 強 い 類似性 が認 め られ た
(表2).
Table2. Relatio n shipofTS mR N A/P- aCtin m R N Aratio , T Sproteinle v elandclinicopathologicfactors
Variable Clasific atio n
Num ber of
C aS eS
Sex Male 3 0
Fem ale 2 0





























tub 1 2 2
t ub 2 1 8
po r 8
TSmR N A/J9 - aCtin mR N Aratio
(富 士SD , ×10~~2)
Ⅰ.57 ±1.6 7
1.5 9 ±1.3 9
2.1 :与±2.18
1.4 1 ±1.2 3




l .00 ±0.4 5
1.8 5 ±0.7 6
l.5 6 ±1.3 2
1.1 9 ±1.07







. tiss u e)
2.1 8 ± 1.7 3
2.0 1 士1.6 3
2 .6 8 ±2.1 2
2.02 ± l.5 1
2.4 4士l.67
2.0り±1.77
2,2 2 ±1.7 7
2.6 7 ±1.9 0
1.8 1 ±0.6 3
1.59 ±1.8 3
2.25 ± 1.7 4






a)n ,histologic alm etastasis of lymph n ode･
P
, witho utm etastasis; + , Withm etastasis･
b)1y,histo10gical lymphoid in v asion ･ 0, Withoutin v asio n;1, Withslightin v asio n;2, Withm oderatein v asio n;3, Withs ev
ere
c)v ,histologic alv asc ularin v asio n. 0, Withoutinv asion;l, Withslight in v asio n;2, with m oder atein v asio n;3, With
severe
d)tub l, W ell differentiated aden oc arcinom a; tub 2, m Oderately di触 rentiated aden o c ar Cin o m a; POr, PO Orly
di ff tre ntiated





* ** p=0･07bySchef紺s F test･
■
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競合的P C R法 に よ るT Sm R NA の 定量
考 察
電子内視鏡 に代表さ れ る消化管検査機器 の 進歩 t 常 及は , 消
化器病の 早期発見, ひ い て は その 治療成績の 向上 をもた ら した .
しか し, 高度進行癌 や再発症例 の 予後 は未 だ不良である . ま た
治癒切除 に お い て も2 0～ 30 %の 症例 に骨髄中 に微小転移を認
める と報告 され て い る
25)
. した が っ て , 外科 的切除の み で は 治
癒が期待できない 例 や切除不能例 の 治療成潰の 向上 に は , 化学
療法の 効果が重要な役割 を担うと考えら れ る . 最近の 癌 化学療
法の 課題 は , 腫瘍縮小効果の み な ら ず延命 ヤ ク オ リ テ ィ オ ブ
ライフ の 改善を目標 にする と こ ろ に ある . そ の た め に , 新規薬
剤の みな らず作用機序や そ の 抗腫瘍効果に影響 を及ぼす細胞内
環境を考慮 した 化学療法の 開発 が精力的に な さ れ て い る. 5-F U
は､ 消化器痛 を中心 に広く臨床に用い ら れ て きた . しか し, 最
近まで単剤はもちろ ん , 佃 剤と の 併 用で も充分な臨床効果を示
さなか っ た . そ の な か で , 腫瘍細胞内の デ オキ シ ウリ ジ ン ー 燐
酸やTS蛋白の 高値が 5-F U に対す る低感受性 に つ な が る こ と が
報告さ れ2 6), 5-F Uの 主た る作用機序 は TS阻害 にあ る こ と が 広
く認め られ る に至 っ た . 同時 に, 腫瘍 組織内の 還元 型葉酸濃度
を高め る こ と が 5-F Uの 抗 腫瘍効果増強 に帰結す る と 認識 さ
れ 抑 ㈹ , そ れ を 裏付け る よ う に大腸癌 に 対す る 外因性葉酸




一 方 , シス プ ラチ ン (cis-dichlorodiam min epla也n u m(Ⅱ),
C D D P) と 5pF Uの 併 用療法 が進行 ･ 再発消化器痛 に高い 奏効率
を示すこ と が 判明 して い る 3O). sc a nlo nら 31)は培養細胞を伺い
た実験で , C D D Pの 存在下で は細胞膜に お け る メ チ オ ニ ン の 能
動輸送が阻害 さ れ , そ の 結 果細胞内で F H一.が 生 成 され ると 報告
した. F H｡は C H2F H4の 前駆体であり, C D D P と5-F Uの 相乗効
果はC D D P に よ る還元 型葉酸濃度上昇作用 に由来 し て い ると 解
釈され る . 実際S hirasaka ら32) は , 坦痛 ラ ッ トを用い た 実験で
C D D P投与 によ る 腫瘍組織内還元型葉酸濃度の 上 昇と , そ れ に
伴う5-F Uの 抗腫瘍効果増強 を報告 し て い る .･ま た, 橋本33)は
坦痛ラ ッ ト を用 い た実験 で , C D D P お よ び L V投与時の 腫瘍組
織内還元型葉酸の 変化を経時的 に観察 し, 5-F U と併用する際
の C D DP は, 低量を反複 し て投与すべ きで あ る と結論づけた .
こ の 実験結果 が , 現 在 多く の 施設 で行 わ れ て い る 低量反復
C D D P+ 5-F U療法 の 理 論的背景 に な っ て い る . こ の よう に,
腫瘍細胞内 の 還元型葉酸濃度 を 上 昇さ せ TS を含む 不活性三者
結合体の 形成率 を高 め る試 み は, 臨床的 に も成果をあげつ つ あ
る:'4). か か る場 合, 標的酵素である T Sの 絶対量が予 め把寝で
きれ ば理 想的である . T S蛋白量が豊富 な腫瘍細胞 を死 に至 ら
しめる に は, よ り高濃度 の 還元 型葉酸が必要と予想さ れ る か ら
である. ま たjl=二35) は , 腫 瘍の 増殖 を 阻止 し な い 程 度の 5-F U
投与で は, TS蛋 白量が む しろ増加す る こ と を報告 した . こ れ
らの こと か ら , 腫瘍組織内 の T S蛋白量は 5-F U と併用す る薬剤
の選択 や化学療法 の 効果判定 に有用 な情報 である と考え ら れ
る
･ しか し, 充分 な検体量 が得 ら れ な い 術前 や切除不能例な ど
では
, 従来 の パ イ ン デ イ ン グア ッ セ イ で TS蛋白量を測定す る
こと は不 可 能で あ っ た . した が っ て, 生検組織 な どの 微量組織
から 耶 蛋白量を評価 し得 る方法 の 確立が望まれ て い た .
近年 , P C R法 の 出現 に よ り遺伝子工 学 は急速 に発展 し, T S
遺伝子発現 そ の も の を測定す る こ と が 容易 と な っ た36). 従来 ,
ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 が様 々 な組織 の 遺伝子発現量を測定す る た
めの 手段 と して用 い ら れ て きた . しか しなが ら , こ の 方法 は組
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織 か ら の 多くの m R N A量 の 抽出が必要であ る 珊 . 逆転写酵素に
よ る cD N A合成反応 と組み合わせ た R T P C R法 は, ノ ー ザ ン プ
ロ ッ ト法な どに比 べ て は るか に高感度 であり, この 手法に より
こ れ まで検出が 困難であ っ た少量の 組織 や細胞中 の mR N Aの 検
出が 可 能 と な っ た-5)16). さ ら に, こ の 手法を応用 した mR N Aの
定量法と して , 内部標準物質を用い る方法閑 や競合的PC R法1 ¶
､ 19)
が 開発さ れ た . Horiko shi ら36) は , TSm R N Aを定量する た め に
内部標準物質と し て/92∴ミ ク ロ グロ ブ リ ン を用 い て 別々 に 紆｢
P C R反応を実施 し, 各々 の 発現量を比較する こ と に よ っ て , 最
終的なT Sm R N Aの 発現量を測定 した . さ らに , 消 化器病 に お
い て 化学療法前 の 腫瘍内TSmR N A量と 5-FU感受性 との 相関 を
示 し た. R T P C R法を用い た m R NAの 定量を行う上 で の 問題点
は , m R N Aの 抽 出効率 お よ び逆転写酵素反応の 収率, P C R での
増幅効率 の 違い , P C R での プ ラ ト ー 効果 の 遠 い で ある . 今回,
予備実験と してノ9 - ア クチ ン mR N Aを内部標準物質と し, 1 チュ
ー ブ 内で TSm R NA と 同時 に増幅させ , 両者を比較する こと に
より TSmR N Aの 定量を試 み た. しか し, 本研究の 結果か ら明
らか な よう に, /ヲー ア ク チ ン mR N A量 に対 して TSm RN A量 は極
め て 微量 であ る. そ の ため , 両者が プ ラ ト ー に達 して い ない
P C R サ イ クル 数な どの 条件設定が極め て 困難 であり, すべ ての
検体 で測定 可能な条件を設定する こ と は不可能であ っ た . ま た
ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 で はT S遺伝子 の 発現 が極 めて 微量の 場合,
検 出 さ れ な い 症例 が い く つ か み ら れ た . 競合的P C R法で は最
初 に コ ン ペ テ ィ タ ー を作成する と い う操作 が必要 とな るが , 一
度作 成すれ ば半永久的に多数の 検体 に対 し て使用可 能である .
さ ら に, 段 階希釈 した コ ン ペ テ ィ タ ー を使用す る こ と によ り,
プ ラ ト ー 効果 の 影響を受けず, 広範囲の m R N A を定量可能であ
る と考えら れ る. 実 際P C R サ イ クル 数を変化さ せ て も競合的
PCR法の 定量結果 に変化は なか っ た . 一 方 , 作成 し た コ ン ペ テ
ィ タ ー の 塩基配列 が目的遺伝子と大きく異な る場合, 両者の 増
幅効率が異 なる場合が あり, プ ラ ト ー に達す る前 の 指数関数的
増幅 の 時点で解析を行う必要性があ ると い う報告もみ ら れ る39),
Diviac c oら
JO) は , P C R反応を利用し た簡便 なn 塩基対の D N A が
挿 入 さ れ た コ ン ペ テ ィ タ ー の 作 成法を, Celi ら
21) は , 同様 に
P C R 反応を利用 した , n 塩基対欠失 した コ ン ペ テ ィ タ ー の 作成
法 をそ れ ぞ れ 開発し た . こ れ らの 方法に より, 目 的遺伝子と ほ
ぼ 同 山 の 塩 基配列 をも つ コ ン ペ テ イ ク ー の 作成 が 可 能で あり,
士削高効率の 問題が ほ ぼ解消 され る . 本研 究で は, Celi ら川 の 方
法に 準 じて コ ン ペ テ ィ タ ー を作成 した . しか し , こ の コ ン ペ テ
ィ タ ー は D N A であり, R N Aの 抽 出効率や逆転写酵素反応の 収
率の 問題は依然と して 残る . し たが っ て , 正 確な m R N Aの 定量
を行う た め に は競合鋳型R N A を作成41) す る か, あ る い はノウ-ア
ク チ ン な どのI斗郎標準物質 に つ い て同様 に競合的P C R法 によ
り定量を行い , 目的 mR NA につ い て行 っ た結果と 比較する こ と
が 必要とな る. 本研究 で は後者を選択 し, 内部標準物質と し て
β- ア ク チ ン の コ ン ペ テ ィ タ
ー をT S と同様な手技 で作成 し, 定
量 を行 っ た . こ の 方法 に より先 に述 べ た問題点が解決され た と
考え られ る .
初期 の 競合的P C R法 に お け る定量 ほ泳動上 の タ ー ゲ ッ ト バ
ン ドと コ ン ペ テ ィ タ ー バ ン ドの 強度が 同 一 と な る レ ー ンを判定
して 行 わ れ て い た21). しか し, 肉眼に よ る判定 は客観性 に欠け
誤差も大きい . こ の た め , バ ン ドの 強度 の 比較 に RIを用い た
定量が行わ れ , 誤差もより軽微なもの と な っ た42). 本研 究で は,
電気泳動彼の 産物発現量の測定 に DIAを使用 した . そ の測定原
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理 は, 暗箱内 に置か れ た ブ ロ ツ テ ィ ン グ シ ー トか らの 発光現象
を超高感度 ビ デ オ カ メ ラで と らえ る こ とで あ る. 発光 は微弱 な
た め , 2次元 の フ ォ ト ン カ ウ ン テ ィ ン グ撮像 に よ り , 光 子 (フ
ォ ト ン) ひ と つ ひ と つ を検出, 蓄積 して 画像化 して い く . こ れ
に より, 従来 は Ⅲ を用い て は じめ て 可 能 で あ っ た 高感度 で高
橋度な定量接が可能と な っ た . さ ら に , 発現 が非常 に少 なく肉
限的にも認識困難な バ ン ドで も, コ ン ピ ュ ー タ ー の 設定 を変え
る こと で検出が可能である . した が っ て , ゲ ル 上 の 産物 の 発現
量を比較す る競合的P C R法で は , D IAは必要不 可欠であ る とい
える . D 仏を使用 した 競合的P C R法 に よる 解析 で は , ほ ぼ 全例
で コ ン ペ テ ィ タ 一 畳 と タ ー ゲ ッ ト/コ ン ペ テ ィ タ ー 強度 比 と の
間 には 一 定の 関係が 得 られ た. そ の 際, 目的遺伝子と コ ン ペ テ
ィ タ ー 強度量 が 等 しくなる点, す な わち, タ ー ゲ ッ ト/コ ン ペ
テ ィ タ ー = 1 と な るコ ン ペ テ イ ク 一 畳 を目的遺伝子 の 量 と し
た . ま た ,
一 定 の 関係 が 得 ら れな い 場合 , 競 合的 P CR法が 適
切でな い も の と判断 し, 再度定量を行 っ た . し たが っ て , 定 量
に お け る誤差 は非常 に少な い もの と考える . ま た , 既 知量 の
TScD N Aの 定量 に お い て ほ ぼ正確な僅 が得 られ , か つ P C R サ
イ ク ル 数を変えても催 は ほ ぼ 一 定で あり, こ の 手 法の 正 確性 ,
簡便性が確認 され た.
John sto nら43)は β- ア クチ ン を内部標準物質と したR T P C R法
を用い た定量法 で , 胃痛 , 大腸癌組織 のT Sm R N A量 と TS蛋白
量 との 間 に正 の 相関性を認め る こと を報告 して い る . 本研究で
も継代細胞株 9種を用 い , 競合 的P CR法に よ る T Sm R N A とβ-
ア ク チ ン m R N Aの 定量を行 い , TS蛋 白量と の 相関性 に つ い て
確認 を行 っ た . そ の 結果 , 同様 にT S/ア ク チ ン 比 と T S蛋白量
と の 間 に は高 い 正 の 相関を認め た. ま た胃癌, 大腸癌, 胃痛腹
膜播種 か ら な る 51手術検体 に つ い て もほ ぼ 正 の 相 関 を認 め ,
TSmR N Aの 定量 に よりT S蛋白量 の 評価が 可 能で あ る こ と が確
認 され た . しか しな が ら , 手術検体 で は 継代細胞株 と 比 べ て
′
指/ア クチ ン 比と T S蛋白量 と の 相関 に多少の ば ら つ きが み られ
た . こ れ ら の 原 因と して は , 手術検体採取 の 条件 が異な る こ と
が 考えら れ る . 正 確な m R N Aの 定量を行うた め に は , 摘 出後の
迅速な検体の 凍結保存が 必 要で ある こ と は言うま でもな い . ま
た, T S遺伝子 が そ れ 自身の m R N A に結合す る こ と に より , 翻
訳段階で制御され る 作用 (autor egulatio n)瑚 も報告 され て お り,
翻訳調節 の 存在も ー 因と なりう る . さ ら に最近 に な っ てT S と
ア ン チ セ ン ス 配列をと る 遺伝子rT S が報告 さ れ , 転写後調節 に
強く関与 して い る 可 能性がある こ とが 示唆さ れ て い る4 5)4 6). n
､
S
は rT Sα とrTS Pの 2種輝があ る こ とが 確認 さ れ , 特 にrTS/ヲ
は抗癌剤耐性 に関与 して い る との 報告 が ある4 7). 今 後 この 2種
類の 遺伝子 の 転写後調節, お よ び抗癌剤耐性の 作用機序 の 解明
が期待 され る.
本研究の 目的の 一 つ で ある微量検体か ら の TS m R N A定量 の
倍額性を確認する た め に, 実際に術前内視鏡 に て採取 した 生 検
組織より mR N Aを抽出 し, 競合的P C R法 によ る TS m R N Aの 定
量を行 っ た. 同 一 症例 で手術検体の TS/ア クチ ン 比 と 生検組織
の TS/ア ク チ ン 比 を比較 した結果, 両者 の 間に は有意 な正の 相
関 を認 め た . こ の こ と か ら , 競合 的P C R法を用 い た 消化器痛
の 生検組織か ら の T Sm R N A定量は充分 な信頼性 を有 して い る
と結論 しえた . Hau z eら48) は ! 少数例の 検体で は あ るが , 競合
的PC R法 に よ っ て 定量 した 生検組織の T S/ア ク チ ン 比 と TS蛋
白量 との 相関性を報告 して い る .
胃痛 , 大腸癌 に お い て TS黄白量が手術後の予後と相関す る
下
こ と が レト ロ ス ペ ク テ ィ ブ お よ び プ ロ ス ペ ク テ ィ ブ な臨床研究
に よ っ て示 され て い る
49)5 0)
. 本研究 で 胃痛, 大腸癌50検体 にお
ける T S蛋白量 と臨床病 理学的所見を比較検討 した 結果, 分化
度 が低 い 症例 ほ どTS蛋白量 が高 か っ た .
′
I S/ア クチ ン 比にお い
て もほ ぼ 同様 の 結果が得 ら れ , 加 えて脈管侵襲の 高度な症例ほ
どTS/ア ク チ ン 比 が 有意 に高値 であ っ た . こ の こ と か ら , TS
m R N A量が悪性度の 指標 とな る可能性 が示唆 され た .
以上 , 本研究 の 結果か ら , 競合 的P C R法 に よ る 微量検体を
用 い た TSm R N A定量の 信頼性 が確認 さ れ た , ま た , TS/アク
チ ン比 は T S蛋白発現量 と有意 な正 の 相 関 を示す こ と が 判明し
た . T Sm R NAや T S蛋白 の 定量 に は, 従来大量 の 検体を必要と
して い た が , これ ら に代 わ る手技 と し て競合的P C R法の 有用
性 が示唆され た . 今後 は , 競合的 P C R法 に よ っ て 評価 したTS
m R N A量, T S蛋 白発現量 と , 5-F Uを中心 とする癌化学療法の
奏効度を比戟検討す る必要 がある と 思わ れ る .
結 論
ヒ ト音肖化器痛由来継代細胞株 9種お よ び ヒ ト消化器痛組織51
検体 を対象 と して競合的P C R法 に よ る T Sm R N Aの 定量およ び
T S蛋白量 の 測定 を行 い , 以下 の 結論 を得 た .
1. D IA を用い た競合的P C R法に よ る TSm R N Aの 定量が簡便
か つ 信頼性 を有す るもの で あ る こ とが 示唆 さ れた .
2. 継代細胞株 にお ける TS/ア ク チ ン 比 とT S蛋白量と の 間に
は有意な正 の 相関が み ら れ , 手術検体 にお い ても同様 の 相関性
が認め られ た こ と より , T S/ア クチ ン 比 の 測定 に よ っ てTS蛋白
量を評価す る こ と は可 能 で ある と思 わ れ た .
3. 生 検組織 と手術検体 に お け る TS/ア ク チ ン 比の 間 には有
意な正 の 相関が み られ , 競合 的P C R法 に より生 検組織 (微量検
体)か ら の T SmR N A定量 は信頼性 を有す るもの と思 わ れた.
4. 臨床病理学的所見 と TS/ア ク チ ン 比で は , 脈管侵襲の高
度な症例 と分化度 が低 い 症例 ほ ど T S/ア ク チ ン 比が 高く, T S
m R N A発現 は抗癌剤感受性 の 指標 の み な らず, 悪性度の 指標に
もな る 可能性が示唆 され た .
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COm petitiv e P C R, digital im age an alys
er･
nuorop yrimidines
Thymidylate synthase(T S)is the t argete n Zym e Offluorop yrimidin e s, Which is also o n eofthe rate
-1imiting e n zym esfo
r
thede nov o synthesis ofthe prymidine n ucleotide ･ In this study, a quanti nc ation m eth
od of T Sm R N A by c om petitive P C
R
using adigital im age analyz e r(D IA) w as established･ Using 9 c ultu red c ell lines , 15 ga stric c a n c e r sa mp
le s
,
3 5c olo r ectal
cancersa mples, a nd lsample ofgastric can cer se
eding o nthe pe ritoneu m e xcis ed du ring oper ation , qu a
ntific atio n ofT S
m RNA by com petitive P C Rand m eas u rem ent of the T Spr otein le v
el w as pe rfor med, a nd the r eliability of m
R N A
qu antiBcatio n usl ng tissue sa mples obt
ained by biopsy a nd its clinic al impo rtanc e w e re v aluated･ As a contr ol, P
- aCtin
mR N Aw as qu a ntified･ The am o unt of T Sm R N Aw as e xpre ssed
asthe T Sm R N A/β一 a Ctin m R N Aratio(T S/a ctin r atio)･
T here w as a signi凸cantcoIT elation bet we en the T S/a ctin r atio a nd TSprotein le v el in the 9c
e11 1in es(r=0･8 5,P < 0･O l)･ Inthe
51 s am Ples collected during ope rations, the m e an T S /actin ratio w asl･6 3 ± l･57
×10q2, and the m ean T Spr otein lev elwas
2.18± 1･7 3pm oug
･ tissue, Sho wing asigni鮎 antcorr elatio nbetw e n the m ean T S/a ctin r atio a nd T Spro
teinle v el(r=0･57,
p< 0･01)･ T here w as aclose correlation betw een the T S/ac tin ra tiosobtained by pre oper ative biopsy a ndth
ose ofthes a mples
c olected fro mthe s am ePatient d ming ope ratio n(r=0･94, P< 0･0 1)･ T he TS/a ctin r atio w as signiBc a ntly highe rin v3
tha nin
v｡ a nd v2 aCCO rdingt othe classific ation of histologic al in va sio n of ves s els(P < 0･0 5)･ T he T S/a ctin ra tio in t
helow -
differentiatedtiss ues w asignificantly highertha nthatin the high- diffe ren tiat edtissu es(P <0･0 5)･ T hes ere s ults sugg
es tthat
co mpetitv eP C R in tissu es obtain ed by biopsylS auS eful m etho
d for e valu ation ofthe pr odu cdon ofT Spro tein , a ndtha
t the
me a s ure mentofTS mR N Ais a pote ntialpreoperativ epredictor of the histologyofv es selsin hu m an gastr oint
estin alc an cer
tiss ues.
